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Abstract
Background．
　　　　1．n　this　study，　wg　examined　the　inhibitory　effects　of　intraanicularly　administered　hyaluronic　acid　（HA）　on
chondrocyte　apoptosis　using　Colombo’s　osteoarthritis　（OA）　model．
　　　　Methods．
　　　　YEing．　24　nwhite　rabbitF　weighing　2　to　2．5　kg，　we　prepared　Colombo’s　OA　model　as　an　experimental　system．
Ipillrtgdigtg．ly　after　preparation，　2　types　of　HA　with　different　molecular　weights　（so，ooo，　HAsd，　lgo，ooo，　HAIgo）
ag　o．i　mi／kg　were　intraarticuiariy　injected　4　times　at　2－day　intervais．　Kn’ee　sbecimefis　were’coii6cte’d’　一i－W55Rg
a丘e「su「ge「y・U・i・g・h・・e・p㏄im・n・・丘・zen・㏄・i・n・w・・e　p・ep・・ed，　and・p・P…is－ass。ci。・，d　p，。、，i。、　w，，e
observed　with　a　immunostaining　method．
　　　　Results．
．　．The　nyil．｝ber　of　cells　positive　for　an　apoptosis　promoter，　caspase－3　in　the　cartilage　layer　showed　no
課器謙懲9欝騰諭鼎認器90器惣ll繍器踏
progrDess№п@．morg　in　the　NS　group　than　in　the　HA190　group　or　HA80　group，　respectively．　This　degVeneratiofi
g．｝a￥　be　induce．d　by　dJi’s．appgarance　of　residual　chondrocytes　from　the　superficial　and　midale　layers　oFcartilage．
IL－1　was　not　detected　in　blood　in　the　Colombo　model．
　　　　Conclusion．
　　　　Intraaqicular　administration　of　HA　may　inhibit　chondrocyte　apoptosis　in　the　experimental　OA　model．
［？ifferences　in　the　inhibition　of　chondrocyte　degeneration　between　HA　of　different　mole－cular　weights　were　h61
clear．
Introduction
　　Hyaluronic　acid　（HA）　comprises　a　GAG　family　with
a　molecular　weight　of　a　few　hundred　thousands　to　a　few
millions　in　the　articular　cartilage，　and　shows　a　network
structure　in　combination　with　type　II　collagen，　compris－
ing　the　extracellular　matrix　of　cartilage．　Previously，
HA　has　been　reported　to　maintain　the　elasticity　of
cartilage　via　moisture－holding　actions　and　to　function　as
aIubricant．　However，　recent　studies　have　reported　that
HA　also　promotes　cartilage　repair　in　addition　to　its
anti－inflammatory　and　analgesic　actionsi）2）．　ln　Japan，
intraarticular　injection　of　HA　is　routinely　administered
to　treat　osteoarthritis（OA）．　However，　a　mechanism　for
this　action　remains　to　be　clarified3－5）．
　　Previously，　we　have　investigated　the　influence　of　HA
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injection　on　enzymatic　activity　of　matrix　metallo－
proteinases　（MMPs）　such　as　MMP－1，　MMP－3，　and
MMP－13，　among　extracellular　matrix　lyases，　and　on　an
MMP　inhibitor，　tissue　inhibitor　of　metalloproteinase－1
（TIMP－1）．　We　have　repoited　that　HA　not　only　reduces
mechanical　stress　in　the　articular　cartilage　but　also
exhibits　other　effects6）．
　　Recent　studies　have　indicated　that，　in　addition　to
mechanical　stress－related　abrasion，　apoptosis　of　chon－
drocytes　is　involved　in　OA　of　the　articular　cartilage7）．
However，　no　clear　histological　investigation　on　the
localization　of　apoptotic　cells　in　cartilage　tissues　of　OA
has　been　performed．　Difllcult　histological　methods
may　be　related　to　the　low　protein　content　in　avascular
articular　cartilage．　Generally，　paraMn－embedded　sec－
tions　are　used　for　immunostainnig　of　articular　cartilage，
but　decalcification　using　EDTA　in　the　preparation　of
sections　may　further　decrease　the　protein　content　in
cartilage　tissues．　To　prevent　a　decrease　in　the　protein
content　of　articular　cartilage，　we　prepared　frozen　sections
using　the　Colombo　model　that　we　previously　employed，
and　then　performed　immunostaining　of　caspase－3　and
caspase－9，　known　as　apoptosis－executing　factors，　and
Bcl－2，　which　plays　an　important　role　as　an　apoptosis－
suppressing　factor，　out　of　active　substances　involved　in
the　apoptosis　inducing　pathway．　We　investigated　the
possibility　of　HA　administration　to　inhibit　apoptosis　of
articular　cartilage　and　also　the　localization　of　positive
cells　in　cartilage　tissues．
Materials　and　Methods
We　used　24　New　Zealand　white　rabbits　weighing　2　to
2．5 kg　（age：　10　to　12　weeks）．　General　anesthesia　was
the intramuscular　injection　in　combination　with　xylasine
at　5　mg／kg　（O．25　ml／kg）　and　ketamine　hydrochloride　at
25mg／kg　（O．5　ml／kg）．　To　prepare　an　OA　model
（Col mbo’s　model）　（Fig．　1）　as　described　by　Colombo　et
al．8），　 t ral　col ateral　and　sesamoid　bone　ligaments　of
the　bilateral　knees　were　resected，　and　then　wedge－like
part al　resection　of　the　lateral　meniscus　was　perforrned．
　 Three　rabbits　were　killed　at　1，　2，　3，　or　4　weeks　after　the
prep ation　of　Colombo’s　model　was　performed　（OA
model）．　We　measured　the　HA　content　in　the　articular
伽id　with　Morgan－Elson　method9）and　the　content　of
IL－1a，　IL－6，　or　TNF－a　in　the　serum　with　EIA　methods．
Furthermore，　the　anicular　surface　of　the　femur　involving
the　subcanilage bone　was　collected，　and　the　articular
surface　was　histologically　investigated　by　HE　or
Toluidine　Blue　staining　（OA　group）．　Normal　knees
with ut　treatment　served　as　controls　（Fig．　2－a，　b　Fig．　3）．
　　Subsequently，　w 　performed　intraarticular　injection　of
HA．　Hyaluroni 　acid　with　a　molecular　weight　of
800，000　（HA80），　was　administered　into　knees　with　a　27G
injection　needle　（O．1　ml／kg，　4　rabbits，　8　knees）．　The
intraarticular dministration　was　4　times　every　2－day
（HA80　group）　after　the　preparation　of　Colombo’s　model
was　performed．　The　intraarticular　administration　of
HA with　a　mol cular　weight　of　1，900，000　（HA190）
performed　as　HA80　group　（4　rabbits，　8　knees）　（HA190
group）．　As a　control　group，　phosphate　buffered　physi－
ological　saline　（O．1　ml／kg）　was　administered　to　4　rabbits
8　knees　instead　of　HA　（NS　group）．　Animals　were
killed　at　2　weeks　after　the　initial　intraarticular　adminis－
tration，　and　the　femoral　articular　surfaces　of　the　bilatera1
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Fig．1　OA　Model：　The　lateral　collateral　（1）　and　sesamoid　bone　ligaments　（2）　of　the　lateral　knee　were　resected，　and
　　　　　　then　partial　resection　of　the　lateral　meniscus　（3）　was　performed．
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Fig．2　a．　HE　staining：Fibrillation　and　cluster　formation　in　the　superficial　layer　of　cartilage　was　observed　at　2　weeks
　　　　　　after　preparation　of　OA　group．　×100
　　　　　　b．　Toluidine　Blue　staining：　The　staining　reaction　ofthe　cartilage　matrix　was　markedly　reduced　at　2　weeks　after
　　　　　　preparation　of　OA　group．　×100
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HA　level：　The　HA　level　showed　a　minimum　at　1　week
after　preparation　of　Colombo’s　model，　but　then　gradu－
ally　increased　to　the　control　value　at　4　weeks　after
preparation　of　Colombo’s　model．
knees　involving　the　subcartilage　bone　were　collected．
　　These　knees　were　snap－frozen，　embedded　with　490
carboxymetyl　cellulose　sodium　and　a　freezing　vehicle，
hexane，　which　had　been　stored　at　一800C．　Serial　sec－
tions　were　cut　by　the　adhesive　film　method　using　a
cryostat　（Leica　lnc．）　（一240C）．　After　dehydration　with
ethanol，　immunostaining　was　performed　by　the　direct
method．　We　used　anti－Bc　l－2　antibody　（Santa　Cruz
Biotechnology，　lnc．），　anti－caspase－3　antibody　（Santa
Cruz　Biotechnology，　lnc．），　or　caspase－9　antibody　（Santa
Cruz　Biotechnology，　lnc．）．
　　To　inactivate　intrinsic　peroxidase　activity，　sections
were　immersed　in　O．3％　hydrogen　peroxide／methanol，
and　placed　at　room　temperature　for　30　minutes．　They
were　washed　3　times　in　PBS　for　10　minutes．　and　immer一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
sed　in　O．Ol　M　citrate　buffer，　which　had　been　placed　in　a
hot　water　（980C），　for　50　minutes　and　more　for　sensitiza－
tion．　A　primary　antibody　with　a　SAB－PO　Multi　Kit
（Nichirei，　Japan）　was　diluted　at　a　ratio　of　1，000，　and
dropped　on　a　slide　（the　ratio　of　dilution　was　determined
by　coloration　tests　using　antibodies　diluted　at　a　ratio　of
loo　to　1，000）．　The　slides　were　placed　in　a　humidified
box，　and　remained　overnight　at　room　temperature，　and
then　washed　3　times　in　PBS　for　10　minutes．　A　second
antibody　was　added，　and　reacted　for　I　hour　at　room
temperature．　The　slides　were　washed　3　times　in　PBS　for
10　minutes，　and　reacted　with　coloring　solution　［DAB　20
mg十330／o　hydrogen　peroxide　33．3　ml／50　mM／Tris／HCI
（pH　7．6）　100　ml］　for　10minutes．　Coloration　was
stopped　with　distilled　water，　and　20％　glycerin　was
dropp d　on　th 　section．　The　film　was　cut，　rotated，　and
ounted　on　a　new　slide　for　microscopy．
　We　sta ed　cells　with　antibody　to　caspase－3，　an
apoptosis－indu ing　enzyme，　counted　caspase－3－positive
cells　per　a　microscopic　field　（×　40），　and　then　compared
th 　number　of　positive　cells　between　the　two　groups　with
the　unpaired　t－test．　Experiments　were　performed
according　to　the　regulations　of　the　Ethics　Committee　for
Animal　Experiments　of　Tokyo　Medical　University．
Results
　　1）　ln　the　OA　group，　HE　staining　（Fig．2－a）　or
Toluidine　Blue　staining　（Fig．　2－b）　were　performed．　As
the　treatment　of　Colombo’s　model　prolonged　a　gradual
decrease　in　the　number　of　chondrocytes　in　the　knee　and
（3）
July，　2006 Y．Watanabe，　et　al：　Hyaluronic　acid　and　apoptosis一　335　一
議繕
NS 獲A3◎ 駁A叢．参。．
Fig．4－a
「v rt　冨
　　　　　燈
e＞・｝
　　　織．．、
麗薄ぺ雪
Fig．　4
　　　　　　　　　　　　　賛s　　　　　　　慧A3穆　　　　　　黛A粟鱒
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　4－b
a．　HE　staining：NS，　HA80，　HA190
Fibri　llation　in　the　superficial　layer　of　cartilage　and　a　decrease　in　the　chondrocyte　count　were　less　marked　in　the
HA190　and　HA80　groups　than　in　the　NS　group　（physiological　saline）．　Cluster　formation　in　the　superficial
layer　of　cartilage　was　observed　in　the　HA190　and　HA80　groups．　×200
b．　Toluidine　Blue　staining：　NS，　HA80，　HA190
When　compared　the　HA190　group　or　HA80　group　with　the　NS　group　（physiological　saline），　the　stain　ability
of　the　cartilage　matlix　reduced．　×200
a　reduction　of　stain　ability　in　the　extracellular　matrix
were　observed．　These　findings　showed　irreversible
destruction　of　cartilage　tissue．
　　The　OA　group　showed　marked　retention　of　articular
fluid　in　the　early　period．　The　HA　content　in　the
articular　fluid　was　1，150　187　mg／ml　for　control　and　709
158mg／ml　at　1　week　after　preparation　of　Colombo’s
model．　This　decreased　value　returned　to　control　value
at　4　weeks　after　preparation　of　Colombo’s　model　（Fig．
3）．
　　In　each　animal　of　the　OA　group，　IL－1，　IL－6，　or
TNF－ev　in　serum　was　not　detected．
2）　HE　staining　was　performed　using　specimens
collected　in　the　NS　groups，　HA800r　HA190　groups．　A
decrease　in　the　number　of　chondrocytes，　cluster　forma－
tion，　and　fibrillation　in　the　superficial　layer　were　more
marked　in　the　NS　group　than　in　the　HA80　and　HA　190
groups　（Fig．　4－a）．　The　stain　ability　of　Toluidine　Blue
of　the extrac llular　matrix　involving　the　superficial　to
deep　layers　of　cartilage　in　the　HA80　or　HA190　groups
was　markedly　reduced　in　comparison　to　NS　group．
Both　HE　staining　and　Toluidine　Blue　staining　showed
n 　differences in　stain　ability　between　the　HA80　group
and　the　HA190　group　（Fig．　4－b）．
　　In　the　HA　190　group，　immunostaining　with　Bc　l－2
antibody　showed　a　large　number　of　pQsitive　cells　in　the
superficial　and　middle　layers　in　the　canilage．　ln　the
HA80　group，　positive　cells　were　detected　in　the
superficial　and　deep　layers　in　canilage．　The　number　of
po tive　c lls　wa 　lower　the　values　in　the　HA80　or
HA190　than　those　in　the　NS　group　（Fig．　5）．
　　On　imm nostaining　with　caspase－9　antibody，　positive
cells wer 　localized　in　the　deep　layer　of　cartilage　in　the
HA80　or　HA190　groups．　ln　the　NS　group，　marked
（4）
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Immunostaining　（anti－Bcl－2　antibody）：　NS，　HA80，　HA190
1n　the　HA190　group，　Bc　1－2　positive　chondrocytes　were　detected　in　the　superficial　and　middle　layers　ofcartilage．
In　the　HA80　group，　distribution　of　positive　cells　finding　was　noted　as　HA190　group　did，　although　the　number
of　positive　cells　was　slightly　fewer．　ln　the　NS　group，　the　number　of　anti－Bc　l　L2　antibody－positive　cells　was
extremely　few．　×200
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Fig．6　lmmunostaining　（anti－caspase－9　antibody）：　NS，　HA80，　HA190
　　　　　　1n　the　HA190　group　or　HA80　group，　few　number　of　caspase－9　positive　cells　were　detected　only　in　the　deep　layer
　　　　　　of　cartilage．　ln　the　NS　group，　caspase－9　positive　cells　distributed　in　all　layers　of　cartilage．　×200
fibrillation　in　the　superficial　layer　of　cartilage　and
disappearance　of　chondrocytes　were　observed．　A　large
number　of　positive　cells　were　distributed　in　the　middle
to　deep　layers　of　cartilage　in　the　NS　group　（Fig．　6）．
　　On　immunostaining　with　caspase－3　antibody，　a　small
number　of　positive　cells　were　scattered　in　the　superficial
and　deep　layers　of　cartilage　in　the　HA190　group．　ln　the
HA80　group，　positive　cells　were　detected　in　the
superficial　and　deep　layers　of　canilage．　ln　the　NS
group，　marked　fibrillation　in　the　superficial　layer　of
cartilage　and　in　the　superficial　and　deep　layers　of　chon－
drocytes　disappeared．　The　number　of　caspase－3－
positive　cells　（mean±SE）　in　the　HA80，　HA　190，　and　NS
groups　were　1752±28．5，　149．4±24．1，　and　169．4±45．3，
respectively．　The　number　of　positive　cells　was　no
difference　among　three　groups．　However，　most　residual
chondrocytes　in　the　superficial　and　deep　layers　in　the　NS
gro p　were　caspase－3　positive　cells　（Fig．　7）．
Discussion
　　The pathog nesis　of　OA　of　the　knee　may　involve
seconda y　changes　after　micro　cartilage　inj　ury　related　to
various　 tiologies，　and　mechanical　stress　in　cartilage
related　to　lower limb　disorders　such　as　bowleged　charac－
teristic　of　Japanese　patients．　The　mean　molecular
w ight　of　HA in　 ormal　human　articular　fluid　ranges
f om　5，000，000　to　10，000，000．　ln　patients　with　OA　of
the　knee，　the　molecular　weight　of　HA　is　approximately
2，000，000．　Administration　of　high　molecular　HA　into
a　joint　with　OA supplements　for　HA　with　a　reduced
（5）
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1n　the　HA190　and　HA80　groups，　caspase－3　positive　cells　were　detected　in　the　superficial　and　deep　layers　of
cartilage．　ln　the　NS　group，　caspase－3　positiye　cells　were　detected　in　all　layers　of　cartilage．　×200
molecular　weight．　However，　the　molecular　weight　of
the　HA　preparations　currently　used　is　2，000，000　or　less；
this　value　is　markedly　lower　than　the　molecular　weight
of　HA　in　normal　articular　fiuid．
　　The　extracellular　matrix　consists　of　a　network　struc－
ture　（proteoglycan　aggregate）　in　which　200　proteog－
lycans　（Aglycan）　are　connected　via　a　single　filament　of
HA，　comprising　the　giAeater　portion　of　cartilage　tissue．
Chondrocytes　bind　to　the　proteoglycan　aggregate　via　an
HA　receptor，　CD44，　on　the　ce11　surface，　comprising　the
peripheral　matrixiO）．　Chondrocytes　comprise　only　2％
of　the　component　of　cartilage　tissue．　However，　in
normal　aiticular　cartilage，　Aglycan　synthesis　by　chon－
drocytes　maintains　the　morphology　of　cartilage　tissue．
　　In　Colombo’s　OA　mode18），　the　lateral　collateral　liga－
ment　and　lateral　meniscus　are　resected．　According　to
Kikuchi　et　al．ii），　this　model　macroscopically　showed
erosion　on　the　cartilage　surface，　which　was　consistent
with　the　femur－tibia　friction　surface　of　the　lateral　knee，
about　2　weeks　after　surgery．　Histopathologically，　a
defect　of　the　superficial　layer　of　cartilage，　fibrosis，
rupture，　cluster　formation，　a　decrease　in　the　number　of
chondrocytes，　and　the　reduced　staining　reaction　of
proteoglycan　were　confirmed，　which　resembled　the
findings　of　human　OA．　Furthermore，　administration
of　HA　to　Colombo’s　OA　model　decreased　the　area　of
cartilage　degeneration　in　comparison　to　a　control　group
injected　with　physiological　saline　which　was　similar　to
the　NS　group　in　this　studyi2）．　ln　addition，　Kikuchi　et
al．i3）　have　reported　that　H　A　190　more　markedly　inhib－
ited　cartilage　degeneration　than　HA80．　This　result　is
considered　to　be　mainly　due　to　the　molecular　weight
which　is　related　to　the　intraarticular　retention　and
viscoelasticity　of　HAi‘）．　ln　our　previous　study　using
the　same　mode18），　we　suggested　that　administration　of
HA　inhibits　cartilage　degeneration，　by　a　decreased　en一
zymatic　activity　of　extracellular　matrix　lyases，　MMP－1，
MMP－3 　or MMP－13，　or　an　MMP　inhibitor，　TIMP－1．
However，　ther 　were　no　marked　molecular　weight－
rel　ated　differences　in　the　grade　of　cartilage　degenera－
tion6）．　Similarly，　we　investigated　the　number　of
caspase－3－positive　cells　in　this　study，　and　there　was　no
significant　difference　in　the　incidence　of　chondrocyte
apoptosis　between　HA80　and　HA190．　Goto　et　al．i5）
reported　th t　type　VI　collagen　synthesis　by　rabbit　chon－
drocytes，　IL－1　（considered　to　be　an　impoitant　mediator
of　joint　destruction）　in　the　presence　of　800－kDa　or
2，000－kDa　HA，　did　not　depend　on　the　molecular　weight
of　HA．　They spe ulated　that，　in　addition　to　function－
ing　 s　a　viscous，　high－molecular－weight　’inolecule，　HA
with　its　af in ty　for　the　cartilage　surface　had　coating　and
also　binding　effects　to　HA　receptors　such　as　CD44．　On
the　 ther　hand，　lseki　et　al．i6）　performed　circular　removal
of　the　weight－bearing　cartilage　of　the　rat　knee　joint
extending　down　to　the　subchondral　bone，　administered
HA80　or　H　A　190　and　examined　its　effect　on　cartilage
repair．　They　 eported　that　HA190－treated　rats　showed
pathological　evidence　of　cartilage　repair，　although　they
did　not　significantly　differ　from　HA80－treated　rats　in　the
gross appearance　of　the　knee　joint．　There　is　no　consen－
sus　as　to　the　molecular　weight－dependent　effects　of　HA
on　the　inhibiti n　of　cartilage　destruction．　This　study
reported　that　a　higher　molecular－weight　HA　inhibited
cartilage　destruction　more　strongly．　lt　is　possible　that
the　viscoelasticity　and　time　of　retention　of　HA　in　the
joint　depended　on　the　molecular　weight　of　HA．
However，　since　 he　retention　time　of　intraarticularly
administered　HA　 s　generally　considered　to　be　3－5　days，
differences　alone　in　molecular　weight－dependent　physi－
cal　properties　（viscoelasticity　and　retention　time）　cannot
easily　expla n　di ferences　in　the　inhibitory　effect　on
cartilage　degeneration．　Appearance　of　cartilage　degen一
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Fig．8　Apoptotic　signal　pathway：　ln　addition　to　receptor－mediated　apoptosis　activity，　apoptosis　activity　occurs　via
　　　　　　mechanical　stress－related　direct　actions　on　mitochondria．　caspase－3　is　a　final　factor　involved　in　apoptosis．
eration　the　NS　group　did　not　significantly　differ　from
the　HA800r　HA190　group．　This　degeneration　was　due
to　the　conspicuous　disappearance　of　chondrocytes　in　the
superficial　layer　of　cartilage　which　indicated　a　fewer
number　of　remaining　chondrocytes　in　NS　group　than
those　in　the　HA80　and　HA190　groups，　respectively．　ln
1998，　Blanco　et　al．i6）　reported　that　the　number　of　chon－
drocytes　with　apoptosis　was　significantly　larger　in　OA
cartilage　than　that　in　no㎜al　one．　Fu曲ermore，　Ha－
shimoto　et　al．　have　reported　that　apoptosis　is　involved　in
failure　in　cartilage　repair，　as　the　expression　of　Fas　ligand，
which　are　closely　involved　in　apoptosis　of　chondrocytes
among　death　ligands　in　OA　cartilage，　was　detected　in　the
deep　layer　of　cartilage　in　comparison　to　normal　carti－
lage；　in　particular，　apoptosis　was　frequently　observed　in
cells　with　cluster　formationi7）’8）．　On　immunostaining
in　this　study，　chondrocytes　with　cluster　formation
showed　strong　staining　reactions　to　caspase－3　and
caspase－9　antibodies，　respectively，　in　the　NS　group．　ln
the　HA190　and　HA80　groups，　both　caspase－3　positive
and　caspase－9　positive　cells　were　detected．　However，
these　positive　cells　were　observed　more　in　the　NS　group
than　in　HA　190　group　or　HA80　groups，　indicating　that
administration　of　HA　inhibits　apoptosis　of　chon－
drocytes．
　　As　shown　in　Fig．8，　these　are　3　apoptosis　signal
pathways　in　chondrocytes：extracellular　mechanical
stress－related　enhancement　of　mitochondrial　membrane
permeability，　activation　of　caspase－3　by　caspase－9　via
death　ligands　and　caspase－8－mediated　enhancement　of
mitochondrial　membrane　permeability，　or　direct　activa－
tion　of　caspase－3　by　caspase－8．　According　to　Ha－
shimoto　et　al．’9），　among　death　ligands，　Fas　ligands　are
detec ed in　the　superficial　layer　of　normal　cartilage．　ln
this　study， the　immunostaining　reactions　to　caspase－9　or
caspase－3　w re　observed　in　the　NS　group，　caspase－9
positive　cells　were　detected　only　in　the　deep　layer　of
cartilage，　and　caspase－3　positive　cells　were　detected　in　the
superfic al　and　deep　layers　of　cartilage．　Considering
the　route　of　apoptotic　signal　pathway　in　Fig．　8，　these
resul s　suggest　that　chondrocytes　in　the　superficial　layer
of　cartilage　pass　through　the　route　of　apoptosis　in　which
caspase－3　is　directly　activated　from　the　death　receptor
connected　with　death　ligands，　and　that　activation　of
ca pase－9　is　not　increased　in　the　apoptotic　signal　path－
way．
　　Lisignoli　et al．20）　have　indicated　that　administration　of
anti－Fas antibo y　induced　apoptosis　in　human　chon－
drocytes　with　OA，　and　that　administration　of　HA　inhib－
ited　apoptosis．　ln　addition，　administration　of　CD44
（HA　re eptor　in　chondrocytes）　reduced　the　inhibitory
effects　of　HA　on apoptosis．　ln　the　future，　the　relation－
ship　between　apoptosis　of　chondrocytes　and　CD44
should　be　investigated．
　　In this　experiment，　there　was　no　TNF一　or　IL－1　activity
in　blood　samples　in　the　OA　group．　Recently，　several
studie 　have reported　that　inflammatory　cytokines　in
articular　fluid　are　involved　in　OA．　Pelletier　et　al．
have　indicated　that　inflammatory　cytokines，　TNF－ev　and
IL－16，　induced　nitr 　oxide　（NO）　expression　in　chon－
dr ytes　in　an　 xperim ntal　OA　model，　and　that　admin－
istration　of　an induction－type　NO　synthase　inhibitor
inhibited　cartilage　degeneration2i）．　Kuhn　et　al．22）　have
rep ted　that　IL－1i（3　increased　production　of　an
apoptosis－suppressing　factor，　Bc　l－2，　in　cultured　chon－
drocytes，　inhibiting　Fas　antibody－related　apoptosis　of
（7）
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chondrocytes．　ln　the　study　using　a　chondrocyte　culture
system　reported　by　Maneiro　et　al．23），　IL－16　in　synovial
fluid　was　dependent　on　the　HA　concentration．　CD44
and　articular　fluid　cytokines　（IL－1　etc）　should　be　further
studied．
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家兎変形性関節症モデルに対するピアルロン酸関節内注入の効果
渡　邉　泰　央 山　本　謙　吾
布　田　大　介
東京医科大学整形外科学講座
河　野　亮　平
【要旨】　目的：今回我々はColomboの変形「生関節症（以下OA）モデルを用いて、ピアルロン酸（以下HA）関節内投与
のOAにおけるアポトーシス抑制効果を検討した。
　方法：体重2～2．5kgの白色家兎24羽を実験動物として用いた。実験系として、　ColomboのOAモデルを使用した。モ
デル作成した直後より、分子量の異なる2種のHA（HA80、　HA190）を0．lml／kgにて2日間のインターバルを空けて、
計4回関節内に注入した。モデル作成後2週にて膝関節を採取した。採取した組織から凍結切片を作製し、免疫染色法に
てアポトーシス関連因子であるcaspase－3、　caspase－9、　Bcl－2について免疫染色を用いて検討した。
　結果：NS（生理食塩水投与）群ではHAI90およびHA80と比較してアポトーシス促進酵素であるcaspase－3および
caspase－9の発現増加とアポトーシス抑制因子であるBcl－2の発現低下がみられ、　HA関節内投与により関節軟骨における
アポトーシス抑制効果があることが示唆された。
　HA80とHA190の問には明らかなアポトーシス抑制効果の差はみられなかった。
　考察：これまでに我々が同モデルを用いて、細胞外マトリックス分解酵素MMPsについて検討してきた結果、関節内
HA投与によりMMPsの活性低下およびTIMP－1の活性上昇がみられ、　HA投与が軟骨変性を抑制しているという結果が
得られたが、HA分子量のちがいによる軟骨変性の程度に明らかな差はみられなかった。　HAの関節内投与後の関節内滞
留時間は一般に3～5日とされており、分子量の違いによる物理学的i生質（粘弾性、滞留時間）の違いのみでは軟骨変性を
抑制する効果に差がでるとの説明が困難であると考えられた。また、NS群においても、　HA80群とHA190群との問に
caspase－3陽1生細胞数の有意差はみられなかった。　NS群では軟骨三層における軟骨細胞の消失がHA80群やHA190群よ
り著明であった。OAモデルにおいて、　HA投与による軟骨変性の抑制効果は、軟骨細胞のアポトーシス阻害によるもの
であった。
〈キーワード〉　ピアルロン酸、アポトーシス、骨関節症（OA）
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